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Introduction	  La	  régulation	  des	  réponses	  immunes	  dépend	  de	  deux	  familles	  de	  gènes	  :	  la	  super-­‐famille	  du	  TNF	  (tumor	  necrosis	  factor)/	  TNF-­‐R	  et	  celle	  des	  Immunoglobulines	  (IgSF).	  Ces	  molécules	  interagissent	  avec	  des	  ligands	  présents	  à	  la	  surface	  cellulaire	  qui	  vont	  réguler	  de	  façon	  positive	  (costimulation)	  ou	  négative	  (coinhibition),	  les	  fonctions	  immunes	  telles	  que	  prolifération	  et	  fonctions	  effectrices.	  Ces	  molécules	  régentent	  	  donc	  les	  réponses	  contre	  les	  agents	  pathogènes,	  les	  tumeurs	  ainsi	  que	  les	  réponses	  aux	  antigènes	  du	  soi	  (auto-­‐immunité).	  	  Dans	  le	  cas	  de	  la	  stimulation	  des	  lymphocytes	  T,	  la	  reconnaissance	  antigénique	  est	  assurée	  par	  le	  récepteur	  pour	  l’antigène	  (TcR)	  (appelé	  signal	  1)	  et	  les	  molécules	  de	  costimulation	  optimisent	  les	  signaux	  transmis	  (signal	  2).	  Au	  final,	  des	  signaux	  complémentaires	  	  apportés	  par	  les	  cytokines	  (signal	  3)	  modulent	  la	  différenciation	  terminale,	  la	  survie	  et	  la	  mémoire	  immune.	  Ces	  notions	  reposent	  sur	  les	  observations	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initiales	  de	  P.	  Bretscher	  et	  M.	  Cohn	  qui	  ont	  été	  modélisées	  par	  le	  groupe	  de	  R.	  Schwartz	  dans	  des	  clones	  T	  murins	  (1).	  	  Parmi	  ces	  molécules	  de	  costimulation	  de	  la	  famille	  des	  Igs	  (IgSF),	  CD28	  reste	  la	  protéine	  emblématique	  qui	  permet	  en	  particulier	  la	  costimulation	  de	  cellules	  CD4+	  naïves.	  Ses	  ligands	  CD80	  et	  CD86	  appartiennent	  à	  la	  famille	  B7	  et	  sont	  présents	  sur	  les	  cellules	  présentant	  l’antigène	  (CPA).	  Cytotoxic	  T-­‐Lymphocyte	  Antigen	  -­‐4	  (CTLA-­‐4	  ,	  CD152)	  a	  été	  identifiée	  comme	  	  une	  molécule	  partageant	  les	  mêmes	  ligands	  que	  CD28	  mais	  présentant	  des	  fonctions	  inhibitrices.	  Les	  données	  actuelles	  convergent	  pour	  indiquer	  que	  les	  fonctions	  essentielles	  sont	  d’inhiber	  les	  fonctions	  de	  costimulation	  apportées	  par	  CD28	  bien	  que	  des	  effets	  directs	  de	  CTLA-­‐4	  soient	  démontrés.	  	  CTLA-­‐4	  est	  la	  première	  cible	  appartenant	  à	  la	  famille	  des	  molécules	  de	  cosignalisation	  qui	  soit	  rentrée	  dans	  l’ère	  thérapeutique	  avec	  les	  succès	  récents	  décrits	  dans	  une	  revue	  jointe	  dans	  ce	  même	  journal.	  Le	  concept	  de	  thérapies	  «	  inhiber	  les	  inhibiteurs	  »	  est	  ainsi	  appliqué	  et	  de	  ce	  fait,	  une	  nouvelle	  classe	  thérapeutique	  	  est	  née,	  en	  particulier	  en	  cancérologie.	  Dans	  un	  premier	  temps,	  nous	  rappellerons	  les	  données	  associées	  aux	  fonctions	  de	  CD28,	  puis	  aborderons	  les	  données	  actuelles	  portant	  sur	  CTLA-­‐4	  (Figure	  1).	  	  	  
Un	  accélérateur	  (costimulateur),	  la	  molécule	  CD28	  En	  l’absence	  de	  mécanisme	  de	  costimulation	  (par	  ex.	  via	  CD28),	  la	  stimulation	  par	  le	  TcR	  se	  traduit	  souvent	  par	  une	  non-­‐réponse,	  un	  état	  d’anergie	  ou	  la	  mort	  cellulaire	  (2).	  CD28	  représentée	  par	  un	  homodimère	  de	  44	  kDa	  s’exprime	  à	  la	  surface	  de	  la	  plupart	  des	  T	  CD4+	  et	  50%	  des	  T	  CD8+	  humains	  (3).	  Chez	  la	  souris,	  CD28	  est	  exprimé	  sur	  l’ensemble	  des	  T	  CD4+	  et	  CD8+.	  Les	  caractéristiques	  du	  signal	  de	  costimulation	  sont	  de	  permettre	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une	  réponse	  immune	  même	  dans	  les	  cas	  de	  stimulation	  antigénique	  suboptimale.	  La	  costimulation	  par	  CD28	  va	  augmenter	  la	  production	  de	  cytokines	  en	  particulier	  l’IL-­‐2	  et	  l’expression	  du	  récepteur	  de	  l’IL-­‐2	  par	  des	  mécanismes	  transcriptionnels	  et	  post-­‐transcriptionnels	  (4	  ,	  5	  ,	  6,	  7	  ,	  8).	  La	  costimulation	  par	  CD28	  va	  augmenter	  la	  survie	  cellulaire	  par	  l’augmentation	  de	  l’expression	  des	  molécules	  anti-­‐apoptotiques	  dont	  Bcl-­‐XL	  (9).	  L’existence	  de	  signaux	  apportés	  par	  CD28	  indépendamment	  de	  l’activation	  antigénique	  a	  été	  l’objet	  de	  débats,	  des	  Acms	  anti-­‐CD28	  induisant	  directement	  l’activation	  lymphocytaire	  T	  ont	  été	  caractérisés,	  nommés	  superagonistes	  (10).	  	  L’analyse	  des	  bases	  des	  mécanismes	  transcriptionnels	  et	  post-­‐transcriptionnels	  régulés	  par	  CD28	  ont	  permis	  de	  démontrer	  que	  CD28	  régulait	  l’expression	  et	  l’activité	  des	  facteurs	  de	  transcription	  NFAT,	  NF-­‐kB	  et	  AP-­‐1	  du	  promoteur	  du	  gène	  de	  l’IL-­‐2	  (11	  ,	  12).	  	  	  Si	  aucune	  activité	  enzymatique	  n’est	  démontrée	  dans	  la	  partie	  intra-­‐cytoplasmique	  	  (IC)	  de	  CD28	  (41	  acides	  aminés	  chez	  l’homme),	  l’analyse	  de	  la	  séquence	  peptidique	  a	  permis	  d’identifier	  des	  motifs	  permettant	  de	  s’associer	  à	  des	  enzymes	  et	  des	  protéines	  adaptatrices	  	  impliqués	  dans	  la	  transmission	  du	  signal	  intracellulaire.	  Parmi	  les	  motifs	  les	  plus	  importants	  on	  peut	  citer	  	  YMNM	  qui	  rend	  compte	  après	  la	  phosphorylation	  de	  la	  tyrosine	  de	  la	  fixation	  des	  domaines	  SH2	  de	  p85	  de	  la	  phosphoinositide	  3’-­‐kinase	  (PI3K)	  et	  de	  Grb2	  et	  GADS	  (13	  ,	  14,	  15).	  Deux	  motifs	  riches	  en	  proline	  PRRP	  et	  PYAP	  recrutent	  les	  domaines	  SH3	  	  des	  PTK	  Tec	  et	  Itk	  (PRRP)	  et	  Lck	  et	  Grb2	  (PYAP)	  ainsi	  que	  la	  filamine	  A	  	  (FLNA)	  (16	  ,	  17	  ,	  18	  ,	  19,	  20)	  (Figure	  2).	  FLNA	  est	  une	  protéine	  de	  type	  échafaudage	  se	  fixant	  à	  l’actine	  dont	  le	  rôle	  est	  important	  pour	  l’activation	  T	  et	  en	  particulier	  le	  recrutement	  de	  PKC	   	  (21).	  Ces	  molécules	  vont	  induire	  des	  évènements	  de	  signalisation	  qui	  vont	  impliquer	  des	  évènements	  PI3K	  dépendants	  et	  indépendants,	  ces	  derniers	  étant	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essentiellement	  associés	  aux	  fonctions	  adaptatrices	  du	  domaine	  IC	  de	  CD28.	  L’activité	  PI3K	  régule	  des	  fonctions	  comme	  la	  progression	  dans	  le	  cycle	  cellulaire,	  l’inhibition	  de	  l’apoptose,	  le	  métabolisme	  cellulaire	  et	  la	  production	  de	  cytokines	  (22	  ,	  23).	  Cependant,	  le	  recrutement	  de	  Grb-­‐2	  et	  des	  PTK	  participent	  à	  la	  régulation	  des	  petites	  protéines	  GTPases	  et	  de	  réarrangements	  du	  cytosquelette	  (24).	  Une	  molécule	  de	  signalisation	  «	  pivot	  »	  dans	  le	  mécanisme	  d’action	  de	  CD28,	  correspond	  à	  la	  PKC-­‐θ,	  son	  rôle	  a	  été	  précisé	  chez	  les	  souris	  cd28-­‐/-­‐	  ,	  par	  la	  corrélation	  entre	  l’absence	  de	  recrutement	  de	  la	  PKC-­‐θ	  	  ainsi	  que	  la	  faible	  activation	  de	  NF-­‐kB	  et	  de	  la	  transcription	  du	  gène	  de	  l’IL-­‐2	  (25).	  La	  PKC-­‐θ	  est	  recrutée	  par	  CD28	  par	  un	  mécanisme	  impliquant	  le	  motif	  PYAP	  au	  niveau	  de	  la	  synapse	  immune	  (SI)	  (26)	  .	  	  La	  stabilisation	  des	  ARNm	  codant	  pour	  les	  cytokines	  dépendrait	  	  aussi	  du	  motif	  intracytoplasmique	  PYAP	  et	  donc	  vraisemblablement	  de	  l’activation	  de	  Grb2	  et	  des	  PTK	  comme	  	  Lck	  (22).	  L’ensemble	  de	  cette	  voie	  reste	  à	  analyser	  en	  détails.	  Donc	  l’ensemble	  des	  fonctions	  de	  CD28	  est	  induit	  par	  une	  combinaison	  d’effets	  PI3K-­‐dépendants	  et	  d’effets	  liés	  au	  recrutement	  de	  différentes	  protéines	  kinase	  /	  molécules	  adaptatrices	  .	  	  
CTLA-­‐4	  :	  Structure,	  Distribution	  cellulaire	  et	  tissulaire	  CTLA-­‐4	  appartient	  comme	  CD28	  à	  la	  Ig	  SF	  comme	  CD28	  (27).	  Les	  deux	  gènes	  sont	  situés	  à	  proximité	  sur	  le	  chromosome	  2q33	  chez	  l’homme	  et	  le	  chromosome	  1	  chez	  la	  souris	  (28	  ,	  29).	  Comme	  CD28,	  il	  forme	  des	  homodimères	  et	  fixe	  les	  ligands	  CD80	  et	  CD86	  (30	  ,	  31)	  par	  des	  mécanismes	  impliquant	  le	  motif	  MYPPPY	  	  retrouvé	  dans	  le	  CDR3	  de	  CTLA-­‐4	  (32),	  ce	  motif	  MYPPPY	  est	  également	  présent	  dans	  la	  région	  CDR3	  du	  domaine	  extra-­‐cellulaire	  de	  CD28	  (33	  ,	  34).	  L’affinité	  de	  l’interaction	  entre	  CTLA-­‐4	  et	  CD80	  est	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cependant	  supérieure	  à	  celle	  de	  CD28	  (respectivement	  12	  et	  200	  nM)(35).	  Ce	  phénomène	  est	  lié	  à	  la	  capacité	  des	  homodimères	  de	  CTLA-­‐4	  de	  s’associer	  sous	  forme	  bivalente	  et	  de	  lier	  des	  molécules	  CD80	  sous	  forme	  bivalente	  (36	  ,	  37).	  Deux	  isoformes	  de	  CTLA-­‐4	  sont	  décrites	  en	  dehors	  de	  la	  forme	  complète,	  une	  forme	  sans	  domaine	  extra-­‐cellulaire	  a	  été	  décrite	  chez	  la	  souris	  mais	  n’existe	  pas	  chez	  l’homme	  ainsi	  qu’une	  forme	  soluble	  	  dont	  l’expression	  est	  augmentée	  dans	  les	  maladies	  auto-­‐immunes(sCTLA-­‐4)	  .	  CTLA-­‐4	  est	  exprimé	  de	  façon	  intracellulaire	  dans	  les	  lymphocytes	  T,	  associé	  à	  la	  protéine	  
TcR	  -­‐interacting	  protein	  (TRIM)	  dans	  le	  réseau	  trans-­‐golgien.	  Il	  apparaît	  à	  la	  surface	  cellulaire	  des	  lymphocytes	  T	  CD4+	  et	  CD8+	  conventionnels	  après	  activation.	  Son	  expression	  à	  la	  surface	  cellulaire	  est	  régulée	  par	  l’activité	  de	  la	  phospholipase	  D	  et	  la	  GTPase,	  ARF1.	  A	  la	  surface	  cellulaire,	  CTLA-­‐4	  est	  phosphorylée	  au	  niveau	  de	  la	  tyrosine	  du	  motif	  YVKM	  par	  les	  PTKs	  (Lck,	  Fyn	  et	  Rlk).	  Ce	  motif	  phosphorylé	  serait	  susceptible	  de	  recruter	  la	  PI3K	  ou	  une	  tyrosine	  phosphatase,	  SHP-­‐2	  ;	  ces	  interactions	  restent	  sujet	  à	  contreverse.	  	  Cette	  phosphorylation	  est	  essentielle	  pour	  favoriser	  l’expression	  de	  surface	  de	  CTLA-­‐4	  et	  retarder	  son	  internalisation.	  En	  effet,	  une	  déphosphorylation	  permet	  la	  fixation	  de	  la	  protéine	  adaptatrice	  	  AP-­‐2au	  niveau	  du	  motif	  GVYVKM	  et	  induit	  son	  endocytose.	  Son	  expression	  de	  surface	  est	  aussi	  stabilisée	  par	  la	  présence	  de	  ses	  ligands	  par	  la	  CPA.	  	  CTLA-­‐4	  est	  présent	  de	  façon	  constitutive	  à	  la	  surface	  des	  cellules	  T	  régulateurs	  (Treg).	  	  Son	  expression	  est	  aussi	  décrite	  à	  la	  surface	  d’autres	  cellules	  immunes	  (B	  activés,	  des	  monocytes	  et	  des	  cellules	  dendritiques	  matures)	  (38),	  mais	  aussi	  de	  fibroblastes,	  de	  cellules	  musculaires	  et	  de	  tumeurs.	  Dans	  ce	  cadre,	  sa	  fonction	  reste	  non	  connue,	  mais	  pourrait	  être	  importante	  en	  particulier	  pour	  les	  effets	  thérapeutiques	  des	  Acms.	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Un	  frein	  (coinhibiteur),	  la	  molécule	  CTLA-­‐4.	  CTLA-­‐4	  régule	  de	  multiples	  facettes	  des	  fonctions	  immunes	  dont	  la	  conséquence	  est	  le	  contrôle	  des	  fonctions	  immunes	  (39).	  Son	  rôle	  de	  régulateur	  négatif	  des	  fonctions	  immunes	  a	  été	  démontré	  par	  l’étude	  des	  souris	  ctla-­‐4-­‐/-­‐	  et	  l’utilisation	  d’Acms.	  Les	  souris	  ctla-­‐4-­‐/-­‐	  développent	  une	  activation	  et	  une	  	  prolifération	  massive	  des	  lymphocytes	  T.	  L’absence	  de	  CTLA-­‐4	  se	  traduit	  en	  	  particulier	  par	  une	  expansion	  des	  T	  CD4+.	  Les	  souris	  meurent	  de	  maladies	  vraisemblablement	  auto-­‐immunes	  systémiques	  associées	  à	  l’infiltration	  de	  lymphocytes	  T	  activés	  de	  façon	  précoce	  dès	  la	  3ème	  semaine	  après	  leur	  naissance	  (40	  ,	  41).	  Ces	  effets	  sont	  dépendant	  de	  la	  présence	  de	  CD28	  et	  donc	  vraisemblablement	  de	  la	  costimulation.	  Les	  effets	  des	  Acms,	  depuis	  les	  travaux	  pionnier	  de	  P.S.	  Linsley	  jusqu’aux	  données	  actuelles,	  montrent	  que	  CTLA-­‐4	  est	  une	  molécule	  inhibant	  les	  fonctions	  immunes	  et	  régule	  l’expansion	  des	  effecteurs	  T	  CD8+	  et	  le	  développement	  de	  cellules	  mémoires	  (39	  ,	  42).	  	  Dans	  certains	  modèles	  murins,	  les	  fonctions	  de	  CTLA-­‐4	  ont	  pu	  être	  dissociées	  entre	  les	  Tregs	  (expression	  constitutive)	  et	  les	  T	  conventionnels	  (T	  activés)	  par	  l’utilisation	  de	  souris	  exprimant	  le	  transgène	  ctla-­‐4	  sous	  le	  contrôle	  du	  promoteur	  du	  gène	  Il-­‐2	  chez	  des	  souris	  ctla-­‐/-­‐	  (43).	  Ces	  modèles	  indiquent	  que	  CTLA-­‐4	  porté	  par	  les	  Treg	  est	  important	  pour	  réguler	  les	  fonctions	  immunosuppressives	  des	  Treg	  en	  association	  au	  TGFβετα	  et	  de	  l’IL-­‐10.	  Les	  conséquences	  étant	  une	  régulation	  de	  l’activation	  des	  T	  conventionnels	  aux	  antigènes	  du	  soi	  et	  de	  l’environnement.	  Dans	  d’autres	  modèles	  portant	  sur	  la	  tolérance	  aux	  antigènes	  du	  soi	  pancréatique,	  les	  deux	  types	  de	  mécanismes,	  Treg	  et	  T	  conventionnels,	  collaborent	  pour	  	  préserver	  la	  tolérance	  au	  soi	  (44).	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Mécanismes	  impliqués	  dans	  les	  fonctions	  de	  CTLA-­‐4	  Les	  données	  in	  vitro	  et	  in	  vivo	  suggèrent	  que	  les	  mécanismes	  d’immunosuppression	  siègent	  à	  différents	  niveaux	  :	  1)	  des	  mécanismes	  de	  compétition	  pour	  la	  costimulation	  par	  CD28;	  2)	  régulation	  de	  	  la	  signalisation	  cellulaire	  par	  l’intermédiaire	  de	  phosphatases	  ;	  3)	  signaux	  activateurs	  apportés	  par	  CTLA-­‐4.	  	  1)	  Le	  rôle	  de	  compétition	  de	  CTLA-­‐4	  pour	  la	  fonction	  de	  costimulation	  de	  CD28	  sont	  démontrées	  par	  i)	  des	  expériences	  de	  compétition	  pour	  l’accessibilité	  et	  la	  fixation	  des	  ligands	  communs	  à	  CD28	  et	  CTLA-­‐4	  que	  sont	  CD80	  et	  CD86	  	  et	  ii)	  	  reposent	  sur	  les	  données	  montrant	  une	  compétition	  pour	  la	  localisation	  au	  niveau	  de	  la	  zone	  de	  contact	  	  T/APC	  appelée	  «	  synapse	  immune	  »	  (SI).	  La	  partie	  centrale	  (ou	  cSMAC)	  contient	  le	  TcR	  du	  côté	  T	  et	  les	  molécules	  du	  CMH	  côté APC,	  les	  molécules	  d’adhérence	  comme	  LFA-­‐1	  et	  ICAM	  sont	  situées	  en	  périphérie	  (pSMAC)	  (45	  ,	  46	  ,	  47).	  Les	  molécules	  de	  costimulation	  et	  de	  cosignalisation	  négatives	  se	  localisent	  au	  niveau	  de	  la	  SI.	  Ces	  phénomènes	  sont	  observés	  dans	  le	  cas	  de	  CD28,	  ICOS	  ainsi	  que	  CTLA-­‐4	  et	  PD-­‐1	  (48	  ,	  49	  ,	  50	  ,	  51).	  L’activation	  T	  et	  la	  costimulation	  se	  traduisent	  par	  la	  formation	  de	  microclusters	  correspondant	  au	  TcR	  associé	  à	  des	  molécules	  de	  signalisation	  (ZAP-­‐70,	  SLP-­‐76).	  La	  costimulation	  par	  CD28	  recrute	  la	  protéine	  kinase	  C	  theta(52).	  Au	  sein	  du	  cSMAC	  deux	  sous-­‐régions	  seraient	  identifiées	  qui	  se	  distingue	  selon	  la	  densité	  en	  TcR-­‐CD3	  en	  régions	  de	  hautes	  et	  basses	  densités	  en	  TcR-­‐CD3	  (CD3hi	  et	  CD3lo).	  	  Cette	  dernière	  région	  recrutant	  CD28	  et	  PKC-­‐theta(52).	  Pendant	  l’activation,	  CTLA-­‐4	  se	  retrouve	  à	  la	  SI	  au	  niveau	  de	  la	  région	  CD3lo	  où	  il	  entre	  en	  compétition	  avec	  le	  recrutement	  de	  CD28,	  empêchant	  ainsi	  le	  recrutement	  de	  la	  PKC-­‐theta	  au	  niveau	  de	  la	  SI	  (53)	  (Figure	  3).	  Ces	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mécanismes	  sont	  à	  rapprocher	  des	  mécanismes	  montrant	  le	  rôle	  de	  CTLA-­‐4	  dans	  la	  régulation	  de	  la	  formation	  de	  rafts	  et	  le	  recrutement	  de	  ZAP-­‐70.	  De	  même	  les	  mécanismes	  montrant	  une	  inhibition	  des	  signaux	  dit	  «	  stop	  »	  induits	  par	  le	  TcR	  décrit	  par	  le	  groupe	  de	  C.	  Rudd	  pourraient	  dépendre	  de	  cette	  inhibition	  	  d’une	  signalisation	  cellulaire	  efficace	  en	  conséquences	  de	  la	  prévention	  de	  la	  costimulation	  CD28	  (54).	  2)	  Le	  rôle	  du	  domaine	  intra-­‐cytoplasmique	  de	  CTLA-­‐4	  dans	  ses	  fonctions	  immunosuppressives	  a	  été	  proposé.	  Les	  arguments	  princeps	  sont	  basés	  sur	  la	  démonstration	  que	  le	  phénotype	  des	  souris	  ctla-­‐4	  -­‐/-­‐	  n’est	  pas	  prévenu	  par	  un	  transgène	  correspondant	  au	  gène	  de	  ctla-­‐4	  sans	  domaine	  intra-­‐cytoplasmique.	  Ces	  données	  indiquent	  que	  le	  domaine	  IC	  de	  ctla-­‐4	  et	  donc	  les	  seconds	  messagers	  régulés	  sont	  importants	  pour	  sa	  fonction.	  De	  plus,	  Vijayakrishnan	  et	  col.	  ont	  décrit	  un	  variant	  d’épissage	  de	  CTLA-­‐4	  dépourvu	  de	  domaine	  extracellulaire	  de	  fixation	  à	  B7	  mais	  inhibant	  les	  réponses	  immunes	  (55).	  	  Le	  domaine	  IC	  de	  CTLA-­‐4	  est	  dépourvu	  d’un	  motif	  de	  type	  immunoreceptor	  tyrosine-­‐
based	  inhibitory	  motif	  (ITIM).	  D’autre	  part,	  les	  motifs	  intra	  cytoplasmiques	  YVKM	  et	  riche	  en	  lysines	  sont	  impliqués	  dans	  l’interaction	  avec	  les	  phosphatases	  Src	  homology	  2	  (SH2)-­‐	  domain	  containing	  tyrosine	  phosphatase	  1	  et	  2	  (SHP1	  et	  SHP2)	  et	  PP2A	  respectivement	  (56	  ,	  57).	  Ces	  interactions	  sont	  faibles	  et	  dans	  le	  cas	  de	  SHP-­‐2	  indirectes.	  D’autre	  part,	  PP2A	  s’associe	  aussi	  à	  CD28.	  	  La	  visualisation	  de	  l’interaction	  entre	  ces	  phosphatases	  et	  CTLA-­‐4	  et	  leurs	  fonctions	  restent	  à	  préciser.	  3)	  CTLA-­‐4	  induit	  des	  signaux	  intra-­‐cellulaires	  qui	  vont	  réguler	  des	  activités	  enzymatiques	  comme	  la	  PI3K	  et	  JNK	  sans	  que	  les	  bases	  structurales	  n’en	  soient	  clairement	  apportées	  .	  Les	  conséquences	  fonctionnelles	  sont	  mal	  connues.	  Par	  ailleurs,	  la	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stimulation	  de	  CTLA-­‐4	  régule	  les	  fonctions	  de	  l’intégrine	  LFA-­‐1	  en	  augmentant	  son	  adhérence	  à	  ses	  ligands.	  	  Ainsi,	  CTLA-­‐4	  participerait	  	  à	  la	  migration	  cellulaire	  et	  régulerait	  le	  trafic	  des	  lymphocytes	  activés	  vers	  les	  tissus	  périphériques	  en	  particulier	  dans	  les	  contextes	  inflammatoires	  (58).	  	  	  Pour	  conclure,	  les	  conséquences	  de	  l’engagement	  de	  CTLA-­‐4	  se	  traduisent	  par	  une	  inhibition	  de	  l’activation	  des	  T	  CD4+	  et	  de	  la	  progression	  dans	  le	  cycle	  cellulaire.	  CTLA-­‐4	  pourrait	  augmenter	  le	  seuil	  d’activation	  des	  lymphocytes	  T	  et	  donc	  les	  mécanismes	  d’auto-­‐immunité	  liés	  aux	  antigènes	  du	  soi	  de	  faible	  affinité.	  En	  dehors	  des	  lymphocytes	  T,	  les	  fonctions	  de	  CTLA-­‐4	  restent	  à	  découvrir.	  Ainsi,	  les	  Acms	  anti-­‐	  CTLA-­‐4	  induisent	  la	  production	  d’IL-­‐10	  et	  inhibent	  la	  production	  	  d’IL-­‐8	  par	  les	  cellules	  dendritiques	  matures	  (38).	  Leur	  rôle	  serait	  d’atténuer	  les	  réponses	  immunes	  en	  combinaison	  avec	  les	  effets	  décrits	  sur	  les	  lymphocytes	  T.	  	  	  
CTLA-­‐4	  et	  modèles	  pré-­‐cliniques	  Dès	  1996,	  le	  laboratoire	  de	  J.	  Allison	  démontrait	  que	  les	  Acms	  utilisés	  en	  monothérapie	  anti-­‐CTLA-­‐4	  induisaient	  l’élimination	  de	  tumeurs	  (59).	  Dans	  certains	  modèles,	  le	  rejet	  des	  tumeurs	  transplantées	  permettait	  d’obtenir	  une	  protection	  contre	  une	  autre	  greffe	  tumorale	  indiquant	  la	  génération	  d’une	  immunité	  anti-­‐tumorale	  dotée	  d’une	  mémoire.	  Les	  données	  pré-­‐cliniques	  montrent	  que	  l’anti-­‐CTLA-­‐4	  isolément	  est	  capable	  d’induire	  l’élimination	  de	  tumeurs	  immunogéniques	  cependant	  les	  tumeurs	  peu	  ou	  non	  immunogéniques	  nécessitent	  la	  mise	  en	  place	  des	  thérapies	  combinées	  avec	  du	  GM-­‐CSF	  ou	  avec	  des	  vaccins	  thérapeutiques,	  la	  déplétion	  des	  Treg,	  des	  chimiothérapies	  ou	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l’association	  à	  d’autres	  immunothérapies	  (anti-­‐PD1)	  (60).	  La	  régression	  tumorale	  est	  induite	  par	  le	  système	  immunitaire	  dans	  la	  mesure	  où	  les	  effets	  de	  l’anti-­‐CTLA-­‐4	  sont	  perdus	  chez	  les	  souris	  dépourvues	  de	  lymphocytes	  T.	  L’expression	  constitutive	  de	  CTLA-­‐4	  sur	  les	  cellules	  sur	  les	  Treg	  ont	  amené	  à	  proposer	  que	  l’élimination	  de	  la	  suppression	  induite	  par	  les	  Treg	  pourrait	  expliquer	  l’activité	  thérapeutique	  des	  anti-­‐CTLA-­‐4.	  Les	  données	  actuelles	  ne	  sont	  pas	  en	  faveur	  de	  cette	  hypothèse,	  mais	  plutôt en	  faveur	  de	  modifications	  du	  rapport	  des	  cellules	  effectrices	  sur	  celui	  des	  cellules	  Treg,	  en	  particulier	  dans	  la	  tumeur.	  	  Les	  modèles	  murins	  sont	  en	  faveur	  du	  rôle	  des	  T	  CD8+	  pour	  développer	  l’effet	  thérapeutique	  en	  combinaison	  avec	  les	  T	  CD4+.	  Les	  modèles	  animaux	  ont	  montré	  peu	  de	  pathologies	  auto-­‐immunes	  associées	  en	  dehors	  de	  vitiligo	  auto-­‐immun	  dans	  le	  modèle	  non	  immunogénique	  B16	  (61).	  Ces	  données	  ne	  préfiguraient	  que	  partiellement	  les	  données	  cliniques	  trouvées	  chez	  les	  patients	  traités	  par	  anti-­‐CTLA-­‐4.	  	  Ces	  modèles	  ont	  permis	  de	  préciser	  les	  contributions	  respectives	  de	  CTLA-­‐4	  porté	  par	  les	  cellules	  T	  conventionnelles	  et	  les	  Treg.	  Dans	  le	  cadre	  des	  modèles	  animaux	  de	  réponses	  anti-­‐tumorales,	  les	  T	  conventionnels	  sont	  les	  acteurs	  préférentiels	  de	  l’action	  des	  anti-­‐CTLA-­‐4	  (62,	  63)	  .	  
CTLA-­‐4	  et	  les	  autres	  mécanismes	  de	  cosignalisation	  La	  découverte	  de	  nombreuses	  molécules	  de	  cosignalisation	  après	  CTLA-­‐4	  peut	  sembler	  surprenante.	  Mais,	  les	  données	  d’invalidation	  génique	  chez	  la	  souris	  indiquent	  que	  ces	  molécules	  régulent	  les	  mécanismes	  de	  tolérance	  du	  soi	  et	  d’auto-­‐immunité	  avec	  des	  cinétiques	  et	  des	  intensités	  différentes	  (CTLA-­‐4,	  PD-­‐1,	  BTLA,	  HVEM)	  (64)	  (Figure	  4).	  Les	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données	  phénotypiques	  obtenues	  in	  vitro	  ou	  in	  vivo	  	  chez	  patients	  présentant	  des	  infections	  virales	  chroniques	  ou	  des	  cancers	  indiquent	  que	  les	  cellules	  immunes	  activées	  peuvent	  coexprimer	  différentes	  molécules	  de	  cosignalisation	  négatives	  comme	  CTLA-­‐4	  mais	  aussi	  PD-­‐1,	  BTLA,	  LAG3,	  CD160	  et	  Tim-­‐3.	  Ces	  molécules	  sont	  activées	  par	  des	  ligands	  différents	  mais	  qui	  peuvent	  être	  coexprimés	  par	  les	  même	  cellules,	  CPA	  ou	  cellules	  tumorales	  (par	  exemple	  dans	  les	  cas	  des	  ligands,	  PD-­‐L1	  et	  CD80).	  Les	  données	  fonctionnelles	  démontrent	  une	  coopération	  des	  molécules	  correspondantes.	  	  Cette	  régulation	  croisée	  a	  dans	  certains	  cas	  des	  bases	  biochimiques.	  Ainsi	  si	  CD80	  est	  le	  ligand	  de	  CD28	  et	  CTLA-­‐4,	  il	  est	  aussi	  le	  ligand	  de	  PDL-­‐1.	  Ces	  données	  suggèrent	  que	  les	  molécules	  de	  cosignalisation	  pourraient	  se	  réguler	  de	  façon	  croisée	  (dans	  ce	  cas	  particulier,	  i)	  activer	  via	  CD28,	  ii)	  ou	  inhiber	  via	  CTLA-­‐4	  et	  en	  même	  temps	  iii)	  empêcher	  l’inhibition	  induite	  par	  PD-­‐1).	  	  Ces	  paramètres	  montrent	  s’il	  en	  était	  besoin,	  la	  subtilité	  des	  régulations	  immunes	  et	  la	  difficulté	  à	  prédire	  dans	  un	  mode	  binaire	  leurs	  conséquences	  dans	  des	  modèles	  physiologiques.	  	  BTLA	  diffère	  des	  molécules	  de	  cosignalisation	  «	  classiques	  »	  c’est	  à	  dire	  régulées	  positivement	  par	  l’activation	  et	  la	  différenciation	  cellulaire	  par	  son	  expression	  préférentielle	  sur	  les	  cellules	  T	  naïves	  (65,	  66).	  Ses	  fonctions	  s’étendent	  de	  la	  cosignalisation	  négative	  à	  la	  régulation	  de	  la	  survie	  cellulaire	  et	  aux	  fonctions	  des	  T	  cytototoxiques.	  	  Les	  signaux	  intracellulaires	  	  impliqués	  dans	  ces	  différents	  systèmes	  sont	  distincts	  de	  ceux	  impliquant	  CTLA-­‐4	  par	  exemple	  PD-­‐1	  et	  BTLA	  induisent	  leurs	  fonctions	  par	  l’existence	  de	  motifs	  de	  type	  ITIM	  et	  immunoreceptor	  based	  switch	  motif	  (ISTM)	  retrouvés	  dans	  leur	  domaine	  IC.	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Les	  conséquences	  fonctionnelles	  des	  blocages	  combinés	  ont	  été	  évaluées	  dans	  des	  modèles	  pré-­‐clinique	  en	  particulier	  dans	  le	  cas	  de	  PD-­‐1	  et	  CTLA-­‐4	  dans	  le	  but	  d’améliorer	  les	  réponses	  immunes	  anti-­‐virales	  et	  anti-­‐tumorales.	  Dans	  un	  de	  ces	  modèles,	  Curran	  et	  col.	  ont	  observé	  une	  augmentation	  de	  l’infiltration	  des	  cellules	  T	  effectrices	  et	  de	  leurs	  capacités	  fonctionnelles	  (60).	  	  	  
Mécanismes	  d’action	  in	  vivo	  et	  prédicteurs	  de	  réponses	  cliniques	  Les	  mécanismes	  d’action	  des	  Acms	  anti-­‐CTLA-­‐4	  in	  vivo	  reposent	  sur	  le	  fait	  que	  ces	  Acms	  inhibant	  l’interaction	  entre	  CTLA-­‐4	  et	  ses	  ligands,	  devraient	  prévenir	  les	  signaux	  apportés	  par	  CTLA-­‐4	  quels	  qu’ils	  soient.	  Les	  observations	  chez	  les	  patients	  traités	  par	  les	  Acms	  thérapeutiques	  indiquent	  que	  le	  ciblage	  de	  CTLA-­‐4	  par	  les	  deux	  Acms	  en	  cours	  d’étude	  tremelimumab	  et	  ipilumimab	  se	  traduisent	  	  par	  des	  manifestations	  inflammatoires	  indiquant	  une	  activation	  immune	  (67).	  Les	  effets	  secondaires	  correspondent	  à	  des	  atteintes	  de	  type	  colite,	  prurit,	  hypothyroïdies,	  nécroses	  hypophysaires.	  Ces	  manifestations	  sont	  en	  faveur	  de	  réactions	  auto-­‐immunes.	  Les	  données	  cliniques	  indiquent	  que	  les	  réponses	  cliniques	  sont	  associées	  aux	  manifestations	  immunes	  pouvant	  conduire	  à	  l’autoimmunité.	  Ces	  données	  confirment	  que	  les	  réponses	  immunes	  et/ou	  inflammatoires,	  sans	  que	  le	  rôle	  des	  lymphocytes	  T	  puisse	  être	  spécifiquement	  montré,	  peuvent	  contrôler	  un	  cancer	  avancé	  jusqu’à	  induire	  dans	  certains	  cas,	  une	  réponse	  clinique	  complète.	  	  	  Les	  paramètres	  biologiques	  de	  réponses	  aux	  Acms	  de	  type	  anti-­‐CTLA-­‐4	  sont	  un	  enjeu	  important.	  Ils	  doivent	  pouvoir	  sélectionner	  les	  patients	  pouvant	  bénéficier	  de	  ces	  thérapies	  afin	  d’éviter	  les	  effets	  secondaires	  dont	  certains	  sont	  délétères	  chez	  les	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patients.	  D’autre	  part,	  leur	  identification	  doit	  permettre	  de	  proposer	  des	  combinaisons	  thérapeutiques	  chez	  les	  patients	  résistants	  en	  particulier	  par	  d’autres	  «	  inhibiteurs	  d’inhibiteurs	  »	  comme	  des	  Acms	  anti-­‐PD-­‐1	  ou	  des	  thérapies	  complémentaires.	  Les	  paramètres	  associés	  à	  la	  réponse	  restent	  peu	  discriminants,	  ils	  correspondent	  à	  l’augmentation	  des	  lymphocytes	  en	  particulier	  de	  l’infiltrat	  lymphocytaire	  intra-­‐tumoral	  et	  de	  marqueurs	  d’activation	  comme	  ICOS	  ainsi	  que	  la	  diminution	  d’autres	  facteurs	  immunosuppresseurs	  que	  ce	  soit	  l’expression	  de	  FoxP3	  ou	  d’indoleamine	  2,3-­‐dioxygenase	  (IDO).	  	  	  	  
Les	  frontières.	  	  Les	  questions	  restent	  nombreuses	  portant	  tant	  sur	  les	  fonctions	  de	  CTLA-­‐4	  que	  son	  utilisation	  thérapeutique.	  	  Parmi	  celles-­‐ci,	  on	  peut	  indiquer	  les	  fonctions	  de	  CTLA-­‐4	  sur	  les	  autres	  cellules	  immunes	  «	  non-­‐T	  »	  et	  non	  immunes.	  Leur	  importance	  fonctionnelle	  de	  ces	  cellules	  et	  leur	  rôle	  dans	  l’action	  des	  Acms	  thérapeutiques.	  Le	  rôle	  de	  CTLA-­‐4	  dans	  les	  fonctions	  des	  cellules	  différenciées	  au	  delà	  des	  T	  activés	  et	  des	  Treg	  en	  particulier	  les	  Th17,	  TFH	  et	  les	  autres	  sous-­‐populations	  effectrices	  en	  cours	  de	  démembrement.	  	  Le	  démembrement	  des	  coopérations	  des	  voies	  de	  cosignalisation	  sont	  la	  suite	  logique	  des	  démonstrations	  de	  leur	  coopération	  dans	  des	  modèles	  in	  vitro	  et	  pré-­‐cliniques	  (60).	  Leur	  utilisation	  va	  commencer	  sous	  peu	  en	  particulier	  dans	  les	  formes	  résistantes	  aux	  anti-­‐CTLA-­‐4.	  Dans	  ces	  stratégies	  de	  blocage	  des	  inhibiteurs	  :	  l’inhibition	  des	  molécules	  TGFβετα,	  le	  ciblage	  des	  Treg,	  des	  mécanismes	  enzymatiques	  (IDO,	  Arginase	  1)	  ainsi	  que	  des	  cellules	  myéloïdes	  précurseurs	  suppressives	  sont	  un	  enjeu	  important.	  Du	  point	  de	  vue	  pharmacologique,	  la	  dissection	  des	  voies	  métaboliques	  et	  évènements	  cellulaires	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régulés	  par	  CTLA-­‐4	  reste	  un	  objectif	  important	  pour	  enrichir	  nos	  stratégies	  thérapeutiques	  autour	  de	  ces	  molécules	  qui	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  centre	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